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EPOTHIL0NE, DEREN HERSTELLUNGSVERFAHREN UND IHRE VERWENDUNG ALS ARZNEIMITTEL 
UNO PFLANZENSCHUTZENDE MITTEL 



Die Erflndung betrifft Epothilone der folgenden allgemeinen Formel: 




worin R1 Wasserstoff, C^-Alky!, C r C 4 -Alkanoyl, U + , K + , Na + . 1/2 Mg 2+ Oder 1/2 
Ca 2 "*- bedeutet und R 2 Wasserstoff Oder eine Methylgruppe darstellt. 



Femer betrifft die Erfindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen Oder mehrere 
der folgenden Parameter: 
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C2 6 H 39 N0 6 S{493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

v: 3429;2966;2937; 1737; 1691: 1463: 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029: 1014; 979 cm* 1 
DC:R F = 0,75 

DC-Alufolte 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-L6schung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120 *C, 

braune Anfarbung 

HPLC:Rt = 5,4 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 jim. Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 

Des weiteren betrifft die Erfindung ein Epothilon. gekennzeichnet durch einen oder 
mehrere der folgenden Parameter: 
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*) Zuordnung vertauschbar 
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C27H 4 iNO 6 S[507l 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H) _ 

UV (MeOH) (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

V = 3400; 2958; 2931; 2875: 1735; 1689: 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1149; 1049; 977 cm" 1 
DC:R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Oichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Ldschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vaniilin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 120 *C, 

braune Anf3rbung 

HPLC: Rj m 6,3 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 nm, Merck; 
RuB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 

Besonders bevorzugt sind Epothilone mit derfoigenden Strukturformel: 
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worin R 2 Wasserstoff Oder Methyl bedeutet. (Das Kohlenstoffatom der Methylgruppe 
wind als C27 bezeichnet). Fernerbetrifft die Erfindung ein Verfahren zum Gewinnen von 
Epothilonen, insbesondere der vorstehend charakterisierten Epothilone, das dadurch 
gekennzeichnet ist t daS man den Stamm So ce90 OSM 6773 

in einem Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen und Mineralsalze enthaltenden 
Medium kultiviert, 

entweder wahrend der Kuitivierung des Stammes oder anschlieBend ein 
Adsorbertiarz zusetzt, 

die Fermenterbruhe abtrennt, 

die Epothilone aus dem Adsorbertiarz eluiert und 

die Eluate direkt oder uber wertere Reinigungsschritte von dem/den 
Losungsmrttel(n) befreit, 

und gegebenenfalls uber Hochdruck/Niederdruckchromatographie und/oder 
Umkristallisation die verschiedenen Epothilone aufreinigt und voneinandertrennt 

Gegebenenfalls konnen die so gewonnenen Epothilone mit gangigen chemischen 
Verfahren wetter umgesetzt werden, z3. mit Basen in die Alkali- und Erdalkalisalze 
uberfuhrt und gegebenenfalls wetter zu Ethem umgesetet werden, oder sie konnen mit 
organischen Sauren in die entsprechenden Este, ubAritihrt werde« 

Femer betrifft cfie Erfindung ein Mittef fur den Pflanzenschutz in Landwirtschaft, 
Forstwirtschaft und/oder Gartenbau, bestehend aus einem oder mehreren der 
vorstehend aufgefuhrten Epothilone oder eines oder mehrere dieser Epothilone 
enthaltend f gegebenenfalls neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsrnittef(n). 
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SchlieBlich betrifft die Erfindung ein therapeutisches Mittel, das insbesondere 
cytotoxische Aktivitaten entwickeln und/oder Immunsuppression bewirken kann, 
bestehend aus einem Oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Epothilone Oder eines 
Oder mehrere dieser Epothilone enthaltend, gegebenenfalls neben einem Oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmittel(n). 

- Administrationsform: oral 

- Dosis 0.5 bis 200 mg fur einen Menschen mit 70 kg Normalgewicht 

- Verwendungszweck: Antitumor 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und experimentellen Daten 
nihererlautert. 

Produktionsstamm 

Stamm So ce90 wurde im Juli 1985 an der Gesellschaft fur Biotechnologische 
Forschung (GBF) aus einer Bodenprobe von den Ufern des Zambesi, im sudlichen 
Afrika, isoliert. Der Stamm ist bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
.(DSM) unter Nr. 6773 hintertegt. 

Stammkultur und morphologische Beschreibung: Der Stamm wachst auf Cellulose als 
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle mit KNO3 ^ einzige Stickstoffquelle, z.B. auf 
Rlterpapieruber ST21 Mineralsalzagar (0.1% KNO3, MgS0 4 x 7 H 2 0; 0.1% CaCfe 
x 2 H 2 0; 0.1% K 2 HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 x 7 H 2 0; 0.02% FeCfe; 0.002% Hefeextrakt; 
Standard-Spurenelementlosung; 1% Agar). Autdiesem Medium wara*r t 
dunkelrotbraune bis schwarzbraune Fruchtkorper gebildet bestehend aus kleinen 
Sporangiolen (etwa 15 bis 30 jim Durchmesser) in mehr Oder weniger grofJen dichten 
Haufen und Paketen. 

Der Stamm wachst sehr gut mit Glucose und KN0 3 , z.B. auf CA2-Agar (Grundmedium: 
1.5 g Agar in 92 ml Aqua dest.: Stamml6sung 1 : 7.5% KN0 3 , 7.5% K 2 HP0 4 in Aqua 
dest.; Stammlosung 2: 1.5% MgS0 4 x 7 H 2 0 in Aqua dest.; Stammlosung 3: 0.2% 
.CaCI 2 x 2 H 2 0, 0.15% FeCI 3 in Aqua dest.; Stammlosung 4: 20% Glucose in Aqua dest. 
Die Stammlosungen werden durch Autoklavieren sterilisiert. Je 1 ml der Losungen 1 bis 
3, sowie 5 ml der Losung 4 werden dem Grundmedium zugegeben, ebenso eine 
geeignete Menge einer Spurenelementlosung). 
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Die vegetativen Stabchen haben die fur So/anovium typische Form (relativ derbe, im 
Phasenkontrastmikroskop dunkle, zyiindrische Stabchen mit breit abgerundeten Enden, 
im MHtel 3 - 6 um lang und 1 um dick). Nach langerer Adaptation an das Wachstum in 
Flussigmedien wachst derStamm in homogener Zellsuspension. 

Der Stamm So ce90 produziert chemisch nahe verwandte Verbindungen, die 
arrtibiotische Aktivitat besitzen. Insbesondere sind diese Verbindungen cytotoxisch 
sowie antifungal wirksam. Hervorzuheben istz.B. die Hemmung von Mucor hiemalis. 

Production der bioiogisch aktiven Verbindungen: 

Die Verbindungen werden wahrend der logarithmischen bis hin zur stationaren 
Wachstumsphase produziert Bne typische Fermentation veriauft folgendermaBen: En 
100 l-Fermenter wird mit 60 1 Medium (0.8% Starke; 0.2% Glucose; 0.2% Soyamehl; 
0.2% Hefeextrakt; 0.1% CaCI 2 x 2 H 2 0; 0.1% MgS0 4 x 7 H 2 0; 8 mg/l Fe-EDTA; pH 7.4) 
gefuIIL Beimpft wird mit 10 1 einer im gleichen Medium jedocfi zusatzlich mit 50 mM 
HEPES-PufferpH 7.4 in Schuttelkolben angezogenen Vorkuitur (160 upm, 30 *C). 
Fermentjert wind bei 32 "C mit einer Ruhrgeschwindigkeit von 500 upm und einer 
Beluftung von 0.2. NL pro m 3 und Std, der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7.4 
gehaiten. Die Fermentation dauert 7-10 Tage. Die gebitdeten aktiven Verbindungen 
befinden sich teils im Oberstand und tails in den Zellen. 

Altemativ dazu kanain Gegenwart von Adsorberharzen (z.B. XAD-1 1 80, Rohm und 
Haas, 2 - 5 %) fermentjert werden. 

Isotierung von Epothilon A und B 

WShrend der Fermentation von Sorangium ceilulosum So ce90 (z.B. 70 1 
Fermentationsvolumen) in Gegenwart eines Adsorberharzes (z.B.: XAD-1 1 80, R6hm 
und Haas. 2 % v/v) werden die gebildeten Antibiotika Epothilon A (Abb. 1 ) und B (Abb. 
2) vollstandig an das Harz gebunden. Nach Abtrennung der Kulturbruhe (z.B. durch 
Absieben in einem ProzeBfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolumen Wasser gewaschen 
und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert Die vereinigten Buate werden im Vakuum bis 
auf den Wassergehalt eingeengt und dreimai mit je 0.2 1 Ethylacetat extrahiert Die 
vereinigten Ethylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt (ca. 40 g 
Trackengewicht). 
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Der Rohextrakt wind in 50 ml Methanol aufgenommen und an Uchroprep RP-18 25-40 
lim (Saule: 400 x 100 mm; FluB: 200 ml/min; Merck Prepbar) isokratisch mit 
Mettanol/Wasser 6/4 chromatographiert. Die Epothilone enthaltenden Fraktionen (R, ca 
95 - 125 min) werden durch RP-18 Niederdruckchromatographie aufgereinigt. (Saule 
400 x 60; HD-Sil-1 8-20-60, Labomatic; Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35; FluB 25 
ml/min; R, Epothilon A: 140 - 165 min; R, Epothiion B: 170 - 195 min). 

Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Kristallisation aus 

1 . Epothilon A: Toluol/Ethylacetat = 3:2 

2. Epothilon B: Ethylacetat 

Epothiion A 

C 2 6H 3 gN0 6 S [493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

1 H-NMR-Datens.Tab. 1 

1 3C-NMR-Daten s. fab. 2 

UV (MeOH) X,^ (log e) = 210 (4.1 7); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691; 1463: 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029: 1014- 979 cm-1 
DC:R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F^, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol » 90 : 10 
Detektion; 1. UV-L6schung bei 254 nm 

2. Anspriihen mit Vanillin/Sohweieisaui^eayan* ui :d erhitzen auf 1 20 *C. 
braune Anfarbung 

HPLC:R t = 5.4 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-18 7 nm, Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: MethanolA/Vasser = 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 
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Epothilon B 

CjjTH^NOeSpOT] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fOr (M - H)~ 
1H-NMR-Daten s.Tab. 1 
13Q-NMR-Daten s. Tab. 2 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 
IR Film auf Irtran: 

V = 3400:2958: 2931: 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149: 1049: 977 CTTT 1 

DC:R F =0,75 

DC-Alufolie 60 F254. Merck; Laufmittel: 
Dictilormethan/Methanol =90 : 10 
Detektion : 1 . U V-L6schung bei 254 nm 

2. Ansprflhen m'rt Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 120 'C. 

braune Anfarbung 
HPLC:R t =6,3min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 fim. Merck; 
FluB: 1,5 ml/mm; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 
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Tabelle 1 



1 H-NMR-Daten der Epothilone A und B 
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*) Zuordnung vertauschbar 



WO 93/10121 



-12- 



PCI7EP92/02656 



Tabelle2 



13 C-NMR-Daten der Epothilone A und B 
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*) Zuordnung vertauschbar 
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Anwendungsbeispiel 

Nach bekannten Methoden (T. Meyer, U. Renegass. D. Fabbro, E. Alteri, J. Rosel, M. 
MOIIer, G. Caravattl & A. Matter: A derivative of staurosporine (CGP 41 251) shows 
selectivity for protein kinase C inhibition and in vitro anti-proiiferative as well as in vivo 
anti-tumor activity. Int. J. Cancer 1989, 43, 851-6) wind Epothilon A auf die Hemmung 
der T-24 Zellinie untersucht Es wind ein IC 50 Wert von < 0.05 jiM ermittelt 
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Patentanspruche 

1. Epothilonederallgemeinen Formel: 




S « 

worin R 2 Wasserstoff oder Methyl ist. 

3. Epothilon, gekennzeichnet durch einen odermehrere der folgenden Parameter: 
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1 H-NMR-Daten 



Atom 



13 C-NMR-Daten 



Atom 



2a 

2b 
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aa 


2 


A 1 Q 


dd 


3 
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39,1 
73,2 
53,0 
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43,5 
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36,4 
30,7 
23,6 
27,6 
57,4 
54, 6 
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76,8 
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165,0 
20,4 
21,6 
14,1 
17,1 
15,6 
19,1 



*) Zuordnung vertauschbar 
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CgsHggNOeS^] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) 3^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

VI 3429; 2966; 2937; 1737; 1691 ; 1463; 1374; 1295: 1257; 1 185; 1 150; 1087; 1029: 1014; 979 cnr 1 
DC:R F «rO,75 

DOAIufoiie 60 F^, Merck: Laufmfttel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Ldschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefeisaure-Reagenz und erhitzen auf 120 *C, 

braune Anfaroung 

HPLCrRtaS^min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 jim, Merck: 
RuB: 1,5 ml/min: Laufmrttel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
DetektonUV254nm 

4. Epothnon, getennze/c/mefc^rcheinenodermehrerederfolgenden Parameter: 
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'H-NMR-Datei 
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13 C-NMR-Daten 
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22,7 (R 1 = CH3) 



*) Zuoidnung vertauschbar 



WO 93/10121 



-18- 



PCT/EP92/02656 



CgTH^NOeS [507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H)~ 

UV (MeOH) W (log e) * 210 (4.17): 249 (3.37) 

IR Rim auf Irtran: 

V = 3400:2958:2931. 2875: 1735: 1689; 1629; 1609: 1463: 1378; 1250; 1149; 1049:977 COT 1 
DC:Rp = 0,75 

DC-Alufblie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Oichiormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Loschung bei 254 nm 

2. Ansprflhen mtt Varallin/Sdwefelsaure-Reagenz und erhitet auf 120 *C. 

braune Anfarbung 

HPLC: Rt»6.3 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 87^m, Merck; 
FIuB: 1 ,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser= 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 
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5. Verfahren zum Herstellen von Epothilonen nach einem der vor anstehenden 
AnsprGche, dadurch gekennzeichnet, daB man den Stamm So ce90 

in einem Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen und Mineralsaize enthaltenden 
Medium kultiviert, 

entweder wahrend der Kultivierung des Stammes Oder anschlieBend ein 
Adsorberharz zusetzt, 

die Fermenterbrflhe abtrennt, 

die Epothilone aus dem Adsorberharz eluiert und 

die Eluate direkt Oder uber weitere Reinigungsschritte von dem/den 
Losungsmittel(n) befreit, 

und gegebenenfalls uber Hocrtdruck/Niederdruckchromatographie und/oder 
Umkristallisation die verschiedenen Epothilone aufreinigt und voneinander trennt. 

6. Mittei fur den Pflanzenschutz in der Landwirtschaft und Forstwirtschaft und/oder im 
Gartenbau, bestehend aus einem Oder mehreren Epothilonen gemaB einem der 
voranstehenden Anspruche Oder eines Oder mehrerer dieser Epothilone enthaltend, 
gegebenenfalls neben einem oder mehreren ubiichen Trager(n) und/oder 
Verdflnnungsmittel(n). 

7. Mittei nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Fungizid oder 
Fungistatikum ist. 

8. Therapeutisches Mittei, das insbesondere cytotoxische Aktivitaten entwickeln 
und/oder Immunsuppresion bewirken kann, bestehend aus einem oder mehreren 
Epothilonen nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder diese Epothilone enthaltend, 
gegebenenfalls neben einem oder mehreren ubiichen Trager(n) und/oder 
VerdQnnungsmittel(n). 
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The invention pertains to epothilones of the following general formula: 




in which R 1 represents hydrogen, C r C 4 alkyl, C1-C4 alkanoyl, Li + , K + , Na + , 1/2 Mg 2+ or 1/2 

2+ 2 

Ca , and R represents hydrogen or a methyl group. 

In addition, the invention pertains to an epothilone that is characterized by one or more 
the following parameters: 



nfNMR-Daien Q) 
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13 C-NMR«Daten@ 



Atom 

l 
2 
3 
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5 
6 
7 
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17 
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170,5 
39,1 
73,2 
53/0 
219, 9 
43,5 
74,7 
36,4 
30,7 
23/6 
27,6 
57,4 
54,6 
31,7 
76,8 
137,4 
120,1 
152,1 
116,3 
165,0 
20,4 
21,6 
14,1 
17, 1 
15, 6 
:: 19, 1 ' " 



*> Zuordnung vertauschbar (§) 



Key: 1 'H-NMR data 

2 ,3 C-NMRdata 

3 *) Assignment interchangeable 

C26H 39 N0 5 S [493] 

FAB-MS (neg. ions): 492.25 for (M - H)" 

UV (MeOH) X max (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR film on Irtran: 
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v: 3429, 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029; 
1014; 979 cm* 1 

TLC: R F =0.75 
TLC aluminum foil 60 F254, 
dichloromethane/methanol = 
detection: 1. 

2. 

brown coloration 

HPLC: R t = 5.4 min 
column: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 |im, Merck; 
flow: 1.5 mL/min; eluent: methanol/water = 65:35 
detector: UV 254 nm 

In addition, the invention pertains to an epothilone that is characterized by one or more of 
the following parameters: 



Merck; eluent: 
= 90:10 
UV extinction at 254 nm 

spraying with vanillin/sulfuric acid reagent and heating to 120°C, 
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*) Zuordnung vertauschbar(D 

Key: 1 'H-NMR data 

2 ,3 C-NMR data 

3 *) Assignment interchangeable 

C 27 H4,N0 6 S [507] 

FAB-MS (neg. ions): 506.25 for (M - H)' 

UV (MeOH) X max (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 
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DR film on Irtran: 

v: 3400, 2958; 2931; 2875; 1735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1149; 1049; 977 cm" 1 
TLC: R F = 0.75 

TLC aluminum foil 60 F254, Merck; eluent: 

dichloromethane/methanol = 90:10 

detection: L UV extinction at 254 nm 

2. spraying with vanillin/sulfuric acid reagent and heating to 120°C, 

brown coloration 
HPLC: R t = 6.3 min 

column: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 |iim, Merck; 
flow: 1.5 mL/min; eluent: methanol/water = 65:35 
detector: UV 254 nm 

Epothilones of the following structural formula are especially preferred 




in which R 2 signifies hydrogen or methyl (The carbon atom of the methyl group is designated 
C27). In addition, the invention pertains to a process for obtaining epothilones, especially the 
epothilones that have been characterized above and that are characterized by the fact that the 
strain So ce90 DSM 6773 
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- is cultivated in a medium that contains sources of carbon, sources of nitrogen, and 
mineral salts; 

- an absorber resin is added either during cultivation of the strain or subsequently; 

- the fermenter broth is separated; 

- the epothilones are eluted out of the absorber resin, and 

- the eluate is liberated from the solvent(s) directly or via additional purification steps; 

- the various epothilones are purified and separated from one another optionally via high 
pressure/low pressure chromatography and/or recrystallization. 

If required, the epothilones that are obtained in this way are reacted further using 
conventional chemical processes, e.g. with bases to give alkali metal salts and alkaline earth salts 
and optionally further to give ethers, or they can be transformed into the corresponding esters 
using organic acids. 

In addition the invention pertains to an agent for plant protection in agriculture, forestry, 
and/or horticulture comprising one or more of the epothilones that are listed above, or containing 
one or more of these epothilones, optionally in addition to one or more conventional vehicles 
and/or diluents. 

Finally, the invention pertains to a therapeutic medicament, particularly one that can 
develop cytotoxic activity and/or produce immune suppression, comprising one or more of the 
epothilones that are listed above, or containing one or more of these epothilones, optionally in 
addition to one or more conventional vehicles and/or diluents. 

- Form of administration: oral. 

- Dose: 0.5 to 200 mg for a person with a normal weight of 70 kg. 

- Purpose for which used: anti-tumor. 

In the following sections, the invention* will be eldcidafcd in more detail by means of 
examples and experimental data. 

Production strain 

In July 1985, the strain So ce90 was isolated at the Society for Biotechnological Research 
(GBF) from a bottom sample from the banks of the Zambezi in southern Africa. The strain has 
been filed in the German Collection of Microorganisms (DSM) under No. 6773. 

Strain cultivation and morphological description: the strain grows on cellulose as the only 
source of carbon and energy together with KN0 3 as the only source of nitrogen, e.g. on filter 
paper over ST21 mineral salt agar (0.1% KN0 3 ; 0.1% MgS0 4 7H 2 0; 0.1% CaCl 2 2H 2 0; 0.1% 
K 2 HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 .7H 2 0; 0.02% FeCl 3 ; 0.002% yeast extract; standard trace element 
solution; 1% agar). Dark red-brown to black-brown spores are formed on this medium, whereby 
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these S po res consist of smalI Sfrorangja (approximate , y , , |o 

and packets of greater or lesser size. ^ 
Tte strain grows very well with glucose and KNO„ e.g. on CA2 agar (base medium: . 5 
g agar in 92 mL of distilled water; parent solution I: 7.5% KNO,, 7.5% K 2 HP0 4 in distilled ' 
water; parent solution 2: 1.5% MgS0 4 .7H 2 0 in distilled water; parent solution 3- 0 2% 
CaCl 2 .2H 2 0, 0.15% FeCl 3 in distilled water; parent so.ution 4: 20% glucose in disti.led water 
The parent solutions are sterilized via treatment in an autoclave. 1 mL of solutions 1 through 3 in 
each case, and 5 mL of solution 4 are added to the base medium along with a suitable quantity of 
a trace element solution). y 

«... /T Sm , a "; e8 t a ' iVe "* hSVe "W" -P« of Soransiun, [sic] (relative., coarse; 
small, dark, cylindrical rods with broadly rounded offends as seen in me phase contrast 
mtcroscope; 3-6 Mm long and 1 urn thick, on average). After extended adaptation to growth in 
liquid media, the strain grows in a homogeneous suspension of cells 

Strain So ce90 produces compounds that are chemically closely related and tha, possess 
antibiotic activity M particular, these compounds are active both cytotoxicity and antifungal* 
The inhibition of Mucor hiemalis can be highlighted, for example. 

Production of the biologically active compounds: 

The compounds are produced during the logarithmic phase through to the stationary 
growth phase. A typicaj fermentation reaction proceeds in the following manner a 100 L 
fermenter is filled with 60 L of medium (0.8% starch; 0.2% glucose; 0.2% soy flour; 0 2% yeas, 
extract; .% CaCl,2H 2 0; 0,% MgS0 4 .7„ 2 0; 8 mg/L Fe-EDTA; p„ 7.4, Lulation takes 
pi ce with 10 L of a pre-culture which had been cultivated in the same medium in a shaken flask 
I ;r " y ™*-PH '.4 (160 RPM; 30°Q. Fermentation is carried 

out a. 32 C using a stirnng speed of 500 RPM and an aeration rate of 0.2 NL per m> per hour; the 
PH value ,s he d a, .4 by adding KOH. Fermentation lasts for 7-.0 day, The active compounds 
that are formed are found to be party in the supernatant liquor and partly in the cells 

yah , m »T y ' femKntaU0 " °" * ~* d 0U ' in "» P resence ° f ™ins (e* 

XAD-1 180, Rohm and Haas, 2-5%). 

Isolation of Epothilone A and B 

The antibiotics epothilone A (Fig. 1) and B (Fig. 2), which are formed during the 
fermentation of Sorangium Isicl ceUulosum Soce90 (e.g. with a fermentation volume of 70 L) in 

hound to uk , resin. After separating the culture broth (e.g. by sieving off in a process filter) the 
resin is washed with 3 bed volumes of water, and e.uted with 4 bed volumes of methano. £ 
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combined eluates are concentrated via evaporation in a vacuum down to the desired water 
content, and extracted three times with 0.2 L of ethyl acetate on each occasion. The combined 
ethyl acetate extracts are evaporated to dryness (dry weight: approximately 40 g). 

The crude extract is taken up in 50 mL of methanol and isocratically chromatographed 
with 6/4 methanoywater on Lichroprep RP-18 25-40 urn (column: 400 x 100 mm; flow rate: 200 
mL/min; Merck Prepbar). The epothilone-containing fractions (R, approximately 95-125 min) are 
purified via RP-18 low pressure chromatography. (Column 400 x 60; HD-Sil- 18-20-60, 
Labomatic; eluent: 65/35 methanol/water; flow rate 25 mL/min; R t epothilone A: 140-165 min; 
R, epothilone B: 170-195 min). 

High grade purification of the epothilones takes place via c rystallization from 

1. epothilone A: 3:2 toluene/ethyl acetate 

2. epothilone B: ethyl acetate 



Epothilone A 
C 26 H 3 9N0 6 S [493] 

FAB-MS (neg. ions): 492.25 for (M - H)" 

'H-NMR data: see Table 1 

l3 C-NMR data: see Table 2 

UV (MeOH) X max (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 



IR film on Irtran: 

v: 3429, 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029; 1014; 979 
cm 

TLC:R F = 0.75 

TLC aluminum foil 60 F 25 4, Merck; eluent: 

dichloromethane/methanol = 90:10 

detection: 1. UV extinction at 254 nm 

2. spraying with vanillin/sulfuric acid reagent and heating to 1 20°C, 
brown coloration 



HPLC: R, = 5.4 min 

column: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 nm, Merck; 
flow: 1.5 mL/min; eluent: methanol/water = 65:35 
detector: UV 254 nm 



Epothilone B 



C 2 7H 4) N0 6 S [507] 

FAB-MS (neg. ions): 506.25 for (M - H)" 
'H-NMR data: see Table 1 
,3 C-NMR data: see Table 2 



UV (MeOH) X max (log e) = 210 (4. 17); 249 (3.97) 
IR film on Irtran: 

v: 3400, 2958; 2931:287* 1735; ,689; 1629; ,609; 1463; .378; 1250; 1.49; 1049; 977 cm' 
TLC: R F = 0.75 

TLC aluminum foil 60 F 254 , Merck; eluent: 

dichloromethane/methanol = 90:10 

detection: i. UV extinction at 254 nm 



2. 



spraying with vanillin/sulfuric acid reagent and heating to 120°C, 
brown coloration 



HPLC: R, = 6.3min 

column: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 urn, Merck; 
flow: 1.5 mL/min; eluent: methanol/water = 65:35 
detector: UV 254 nm 
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Table 1 



<J 1 H*NMH-Oaten cter Epohilone A und B 



Atom 


A 


B 


2a 


2,4 


dd 




cd 


2b 


2.S2 


dd 




GO 


3 


4,19 


dd 


4 24 


Qu 


6 


3,2 


m 




St 


7 


3,78 


dd 


3* 75 


do 


B 


1,73 


m 


i # / J 


m 


9a 


1,4 


ID 


1 ji 
1, 4 


no 


9b 


1,52 


0 


1,5 


in 


10a 


1,4 


rf) 
Ui 


1*4 




10b 




ro 




m 


it* 


1#42 


ift 
*ii 


l f 42 


m 


lib 




t& 


1/ 7 


m 


12 


2,9 


ddd 




13 


3,01 


ddd 


2,8 


dd 


14a 


1,85 


ddd 


1,9 


ddd 


14b 


2,11 


ddd 


2,1 


ddd 




5,41 


dd 


5,41 


dd 


17 


6>6 


s 


6, 6 


s 


19 
21* 


6,99 


s 


6,99 


s 


1,08 


s 


1,05 


5 


22* 


* 7C 


s 


1,36 




23 




d 


1,15 




24 


0, 93 


d 


0,92 


d 


25 


2,05 




2 Cf- 


s 


26 


2,69 


- ,V . ,J 


2* 69 


S " 






1 


i,28 


25 



®** Zuordnung vertauschbar 

Key 



1 

2 



'H-NMR data for epothilones A and B 
*) Assignment interchangeable 
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Table 2 



© 



i3C-NMR-Daten der EpothRone AundB 


Atom 


A 


B 


1 


170 r 5 


170,5 


2 


39,1 


39,4 


3 


73,2 


72,9 


4 


53,0 


53,2 


5 


219,9 


219,8 


6 


43,5 


43,1 


^ 


74,7 


74,3 


8 


36, 4 


36, 6 


g 


30,7 


30,9 


10 


23,6 


22,5 




27,6 


32,3 


12 


57,4 


61,3 


13 


54,6 


61,7 


14 


31,7 


32,4 


15 


76, 8 


76,9 


16 


137,4 


137,5 


17 


120,1 


120,0 


18 


152,1 


152,1 


19 


116,3 


116,2 


20 


165,0 


165,1 


21* 


20,4 


19,7 


22* 


21,6 


2' e - 
* — / ^ 


23 


*«» 1 


- t T • 
--" ' ( 


24 


17,1 


x7,l 


25 


15,6 


15,7 


26 


19,1 " - " 1F> 


19,0 


27 




22,7 



Key: 1 ^C-NMR data for epothilones A and B 
2 *) Assignment interchangeable 

Example illustrating usage 

Epothilone A was examined in terms of inhibition of the T-24 cell line in accordance with 
known methods (j! Meyer, U. Renegass, D. Fabbro, E. Alteri, J. Rosel, M. Mfiller, G. Caravatti 
& A. Matter: A derivative of staurosporine (CGP 41 251) shows selectivity for protein kinase C_ 
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inhibition mdjnvitroant^ as well a s in vivoanti-tum or activity, Int. J. Cancer 1989, 

43, 85 1 -6). An IC 50 value of < 0.05 uM is found. ~~ 



Claims 

1. Epothilones of general formula: 




in which R 2 signifies hydrogen or methyl. 

3. Epothilone, characterized by one or more of the following parameters: 
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4 4 & Ai rite. 

1 H-NMR»Dater 




13 C-NMR-Daten (g) 


Atom 




Atnm 




2a 


2,4 


dd 


I 


170. 5 


2b 


2,52 


dd 


2 


39.1 


3 


4,19 


dd 


3 


73, 2 


6 


3,2 


m 


4 


53,0 


7 


3,78 


dd 


5 


219. 9 


8 


1,73 


m 


6 


ij f -j 


9a 


1/4 


nt 


7 


74 7 


9b 


1,52 


0i 


8 


36. 4 


10a 


1* 4 


m 


9 


jU / / 


10b 






10 


z J, o 


11a 


1, 42 


ns 


1 1 

X X 


lib 


1,7 


til 


12 


t f H 


12 


2,9 


ddd 


J. J 


c» V* £ 


13 


3,01 


ddd 


*** 


'an 

, 7 


14a 


1,85 


ddd 


15 


76,8 


14b 


2,11 


ddd 


16 


137 r 4 


15 


5,41 


dd 


17 


120,1 


17 


6,6 


s 


18 


152, 1 


19 


6,99 


s 


19 


116,3 


21* 


1,08 


s 


20 


165,0 


22* 


1,35 


s 


21* 


20,4 


23 


1,15 


d 


22* 


21,6 


24 


0,93 


d 


23 


14,1 


25 


2,05 


, : 5. s . 


24 


17,1 


26 


2,69 ' 


- — \ . , , J 


25"'''' 
26 

i 


15,6 
19,1 



*) Zuordnung vertauschbar® 

Key: 1 'H-NMR data 

2 13 C-NMR data 

3 *) Assignment interchangeable 

C 26 H39N0 6 S [493] 

FAB-MS (neg. ions): 492.25 for (M - H)" 

UV (MeOH) (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 
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IR film on Irtran: 

v: 3429, 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029; 1014; 979 
cm' 1 

TLC:R F = 0.75 

TLC aluminum foil 60 F254, Merck; eluent: 

dichloromethane/methanol = 90:10 

detection: l . UV extinction at 254 nm 

2. spraying with vanillin/sulfuric acid reagent and heating to 1 20°C, 

brown coloration 
HPLC:R t = 5.4min 

column: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 nm, Merck; 
flow: 1.5 mlVmin; eluent: methanol/water = 65:35 
detector: UV 254 nm 



4. Epothilone, characterized by one or more of the following parameters: 
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iH-NMR-Daten(I) 


13 C-NMR-Daten® 


Atom 




Atom 




2a 


2,22 


dd 


l 


170,5 


2b 


2,53 


dd 


2 


39,4 


3 


4,24 


dd 


3 


72,9 


6 


3,28 


ID 


4 


53,2 


7 


3,75 


dd 


5 


219,8 


8 


1,73 


m 


6 


43,1 


9a 


lr4 


m 


7 


74,3 


>b 


1,5 


m 


8 


36, 6 


10a 


1,4 


m 


9 


30,9 


10b 


1»4 


n 


10 


22, 5 


11a 


1,42 


m 


11 


32, 3 


lib 


1,7 


m 


12 


61,3 


12 






13 


61,7 


13 


2,8 


dd 


14 


32; 4 


14 a 


1# 9 


ddd 


15 


76,9 


14b 


2,1 


ddd . 


16 


137,5 


15 


5,41 


dd 


17 


120,0 


17 


6,6 


s 


18 


152,1 


19 


6,99 


s 


19 


116,2 


21* 


1,05 


s 


20 


165,1 


22" 


1,36 


s 


21* 


19,7 


23 


1,15 


d 


22" 


21,5 


24 


0,92 


d 


23 


13,7 


25 


2,05 


s 


24 


17,1 


26 


2,69 


s 


25 


15,7 


27 


| '1,28" 




'26 
27 


19,0 

22,7 (R1=CK,) 



*> Zuoxlming vertausehbar® 

Key: 1 'H-NMRdata 

2 ,3 C-NMR data 

3 *) Assignment interchangeable 

C 27 H4iN0 6 S [507] 

FAB-MS (neg. ions): 506.25 for (M - H)' 



UV (MeOH) ^ (log 8) = 210 (4.17); 249 (3.97) 
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IR film on Irtran: 

v: 3400, 2958; 2931; 2875; 1735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1 149; 1049; 977 cm' 1 
TLC:R F = 0.75 

TLC aluminum foil 60 F254, Merck; eluent: 

dichloromethane/methanol = 90:10 

detection: 1. UV extinction at 254 nm 

2. spraying with vanillin/sulruric acid reagent and heating to 1 20°C, 

brown coloration 



HPLC:R t = 6.3 min 

column: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 um, Merck; 
flow: 1.5 mL/min; eluent: methanol/water = 65:35 
detector: UV 254 nm 



5. Process for the preparation of epothilones in accordance with one of the above claims, 
characterized by the fact that the strain So ce90 

- is cultivated in a medium that contains sources of carbon, sources of nitrogen, and 
mineral salts; 

- an absorber resin is added either during cultivation of the strain or subsequently; 

- the fermenter broth is separated; 

- the epothilones are eluted out of the absorber resin, and 

- the eluate is liberated from the solvents) either directly or via additional purification 

steps; 

- the various epothilones are purified and separated from one another optionally via high 
pressure/low pressure chromatography and/or recrystallization. 

6. Agent for plant protection in agriculture and forestry and/or in horticulture comprising 
one or more of the epothilones in accordance with one of the above claims, or containing one or 
more of these epothilones, optionally in addition to one or more conventional vehicles and/or 
diluents. 

7. Agent in accordance with Claim 6, characterized by the fact that it is a fungicide or 
fungistat. 

8. Therapeutic medicament, particularly one that can develop cytotoxic activity and/or 
produce immune suppression, comprising one or more of the epothilones in accordance with 



one 
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of the Claims 1 through 4, or containing one or more of these epothilones, optionally in addition 
to one or more conventional vehicles and/or diluents. 
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